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                    Yutaka SAITO 
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   Prostatic phosphomonoesterase (prostatic PMEase) was purified by London's and Os-
trowski's methods as follows. The first step is fullers' earth adsorption, the second step 
is fractionation with ammonium sulfate, the third step is DEAE cellulose column chroma-
tography and the fourth step is rechromatography of a fraction obtained by the third 
step. 
   The purified prostatic PMEase was in homogeneous form electrophoretically and ultra-
centrifugally. 
   Four distinct peaks of protein were obtained by the DEAE cellulose column chromato-
graphy and the PMEase activity was exhibited in the three peaks except the first peak. 
Each peak of the purified materials by the DEAE cellulose column chromatography was 
examined by immunoelectrophoresis with antihuman prostatic PMEase serum of the rabbit. 
The PMEase of peak II migrates to the cathode, that of peak III migrates slightly to the 
anode and that of peak IV migrates to the anode more than that of peak III. It was 
found by immunoelectrophoresis that the prostatic PMEase which was in homogeneous 
form electrophoretically and ultracentrifugally, contained always siderophilin. 
   Each PMEase fraction of the three peaks was examined on the enzymatic properties 
such as optimal pH., Michael's constant and inhibition test. The enzymatic properties of 








してい る はず であ り,最 近 ではPMEaseの
isozyml}2}3}の研究 も行 なわれて い る.ま た前
立腺癌の場合で も一般 に早期 の症例 ではPME-
ase値の上昇は見 られず,転 移(特 に骨 転移)






て前立腺癌 の診断 に当 っては,前 立腺に特異的
なPMEaseを検出す る事が要求 され る.Abu1-
Fad1(1949)4}は前立腺性PMEaseの特性 として
1-tartrateによって特異的に活性が阻害 され る
事を認め,由 来臨床的 にもこの方法 によって前
立腺PMEaseの測定5}が行 なわれ ている.し か
しこの方法 も精製酵素 につ いて実験す る場合 と
ちがって,臨 床検査 として血清を その まま検体
として測定す る場 合には,そ の成績を厳密に前
立腺性 のもの と断定す るにはなお疑問の余地が
ある.
法医学領域 で精液 の証 明法 として前立腺PM-
Easeの検 出が行 なわれ てい る.し か し ヒ ト前
立腺以外に も 自然界にはPMEaseが 広 く存 在
してお り,特 に植物中には化学的定量に よって
は前立腺PMEaseと 識別不能 の 多量 のPME-
aseを含有す る ものが ある.こ の ヒ ト前立腺
PMEaseと他 のPMEaseと の鑑 別にSuyama
undSawada6〕は ヒ ト前 立腺組織 か らPMEase
を精製 し,こ れを抗 原 として家兎を免疫 して抗
ヒ ト前立腺PMEase免 疫家兎血 溶の 作 製に成
功 し,容 易に ヒ ト精液中 の前立腺PMEaseを
検 出し得 ることを報告 した.
著者は この事実 に着 目し,泌 尿器科臨床 にお
いて,前 立腺PMEaseと 血清 中の他 のPME-
aseとの 識別が 上記の 抗 ヒ ト前立腺PMEase
免疫血 清の利 用に よって可能 であるか どうかを
追究 する 目的 で,ま ず基礎実験 として前立腺組
織か らのPMEase精製法の再検討を行な った.
さらに酵素を抗原 として用い る場合 には当然他
の抗原の混入が問題 となるので,精 製過程 の各
段階において寒天電気 泳動 法お よび免疫 電気 泳
動法を用いて免疫学的 にその精製 度を検討す る
と同時に,化 学的に各分画のPMEase活 性 を
定量 し,至 適pH,阻 害実験,Km(Michaelis
の恒数)の 測定等 の酵素学的特性 を検査 して極
めて興味 ある知見を得 たので ここに報告 す る.






2。O.2Macetatebuffer(pH5.0):抽出 用緩 衝 液.
3。IMacetatebuffer(pH4,0):酵素 を 酸 性 白土
に 吸 着 させ る緩 衝 液.
4,0.02Mcitratebuffer(pH7.0):酸性 白 土に
吸 着 され た 酵 素 を溶 出 させ る緩 衝 液,
5.酸 性 白土:萩 原7)の記 載 に 従 い活 性 化 して 用 い
た,
6.硫酸 ア ソ モ ニ ュ ー ム:硫 安 分 画用.
7.diethylaminoethylcellulose(DEAE-cellulo-
se):columnchromatographyに用 い,溶 出液 とし
て0.0175Mphosphatebuffer(pH7.0),O.05Mpho-
sphatebuffer,O.1Mphosphatebufferを用 い た.
8.透析 用 セ ロフ ァ ン チ ュ ー ブ
(b)電 気 泳 動 お よび 免 疫 泳 動
1,電気 泳 動 お よび 免疫 泳動 装 置:LKB社 製,
2.SpecialNobleAgar(Difco)r電気 泳 動 お よ
び 免疫 泳動 のmediumと して 用 い た 、
3.barbital-natrjum(Merk製):veronalbuffer
(pH8.2)に使 用.
4.amidoblack10B:電気 泳 動 お よび 免疫 泳 動後
の 染 色 剤,
5.SM試 薬8):免疫 電 気 泳 動 後PMEase沈 降線
の染 色 に用 いた.
6。抗 ヒ ト血 清蛋 白質 免 疫 家 兎 血 清(Behringwer-
ke製):免 疫 泳動 に 用 い た.
7.抗 ヒ ト トラ ソス フ ィ リソ免疫 家兎 血清(Behr・
ingwerke製):免疫 泳 動 に 用 い た,
(c)酵 素 活 性 測 定
1.基 質:0.QIMdisodiump-nitrophenylphos-
phate溶液 を使 用.








モ ノ ヨ ・ード酢 酸 の16種類 を用 いた.特 に モ ノ ヨPtド酢
酸 は 石 油 工 一 テル 処理 に よ り 再 結 晶 した もの を 用 い
た.
(e)Kmの 測 定
1.基 質 と し てsodium一β一glycerophosphateを使
用 し,モ リブ デ ソ試 薬 お よびaminonaphtholsulfon
酸 試 薬 を 用 い た.
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2.基 質 とし てdisodiumphenylphosphateを併
用 し,pheno1試薬 お よび20%炭酸 ソー ダ溶 液 を用 い
た.
3.基 質 と してdisodiumP-nitrophenylphos-
phateを使 用 した.
●
実 験 方 法
1.酵素 の 精 製
精 製 の 方法 はLondong)およびOstrowskilo)等の
行 な った 方 法 を用 い た.
凍 結 保 存 した 前立 腺 組 織5609を と り,そ の外 側 の
結 合織 を 注 意 深 く安 全 剃刀 で 取 り除 い て捨 て,前 立腺
組 織 を 可 及 的 に 薄 く 切 り,前 立 腺 組 織19に 対 し て
3m1の 割 合 に0.2Macetatebuffer(pH5.0)を加
え,48時間低 温 室 で 酵 素 の 抽 出 を行 な う.そ の後 綿 布
で 炉 過 して炉 液(1)を 別 の容 器 に 採 り,さ らに 残 渣1
9に 対 して2m1の割 合 で 前 記緩 衝 液 を 加 え て48時間 抽
出を 行 な い綿 布 で炉 過 して炉 液([)を 採取 す る.炉
液(1)と 炉液(H)を 合 し て透 析 用 セ ロフ ァソ チ ュ
ー ブに 容 れ低 温 室(3℃)で 蒸溜 水 に 対 して24時間 透
析 を行 な う.透 析 後3,000r,Pm.15分間 遠 沈 し,こ の
上 清(1)1,800m1に対 し,Tween80を5%の 割 合
に含 ん だ1Macetatebuffer(pH4.0)200m1を加
え た後,さ らに 活性 化 され た 酸 性 白土709(上 清(1)
1,800m1に対 して)を 加 えinertproteinを除 く.24
時 間 低 温 室 に放 置 して9,000r.P,m、15分間 遠 沈 し上 清
(H)を と り,沈 渣 に上 清(1)1,800m1に対 し12の
割 合 にTween80を1%に 含 ん だ0.02Mcitrate
buffer(pH7.0)を加 え10分間 撹 は ん し,さ らに24時
間 抽 出 後6,000r.P.m.15分間 遠沈 し,そ の上 清(皿)
と上 清(H)を 合 して 透 析 用 セ ロフ ァ ソチ ュー ブに容
れ 低 温 室 で全 量 が1/4にな る まで 濃 縮 す る.こ の濃 縮
液 を6,000r.P.m.15分問 遠 沈 し,こ の上 清(W)に 硫
酸 ア ソモ ニュ ー ムの 飽 和溶 液 を 加 えて40%飽 和 に す
る.1夜 放 置後6,000r.P.m.20分1}町遠 沈 す る と 上 部
にTween80が 集 ま るの で これ を 除 き,さ らに硫 酸
ア ソモ ニ=一 ム を加 え て55%飽和 に す る.1夜 放 置 後
6,000r.P.m.20分間遠 沈 し上 濡(V)を 採 り,こ の 上 満
を さ らに68%硫酸 ア ソ モ ニ ュー ム飽 和 に す る.白 色 沈
澱 が 生 じ,1夜 放 置 後6,000r.P.m.20分間 遠 沈 し,こ
の 沈 液 をO.2Macetatebuffer(pH5,0)20m1に溶 解
す る,こ の 溶 液 を透 析 用 セ ロ フ ァ ンチ ュ ー ブに 容 れ,
蒸 溜水 に 対 して 透析 を行 な う(す なわ ち ネ ス ラ ーの 試
薬 で外 液 にNH塩+を 認 めな くな る まで 透 析 を行 な う.)
透 析 後6,000r.P.m.20分間 遠 沈 して この 上 清 をco1・
umnchromatographyの試料 とす る.
次 にDEAE-celluloseを純 水 で 充 分 に 洗 い,1/10
NNaOHに 分 散 させ2時 間 放 置 後 ガ ラス フ ィル タ ー
を用 い 純 水 で再 び充 分 に 洗 う.さ らに1/10NHC1に
分 散 し2時 間 放 置後 同様 に 純 水 で 洗 う.最 後 に 再 び
1/10NNaOHに 分 散 し2時 間 放 置 後純 水 で 洗 い,
columnchromatographyのstartingbufferであ
るO.0175Mphosphatebuffer(pH7.0)に分 散 し,
pHが7.0に な る まで このbufferで洗 う.
column(4×20cm)を用意 し,低 温室 で 層 を作 ら
な い よ うにDEAE-celluloseをco五umnにつ め る.
層 が で きて い な い こ とを 確 め た 後startingbuffer
200m1を流 し てcolumnを 洗 い,bufferがDEAE-
cellulosecolumnの上 端2～3mmの 高 さ と な つた
時,上 記 の 試 料 を 静 か に 重 層す る.試 料が1～2mm
の高 さに な った 時 静 か にO.0175Mphosphatebuffer
(pH7.0)を流 す.毎 分O.5～0.6mlの流 速 で5m1宛
フ ラ ク シ ョ ソ コ レ クタ ー で採 取 す る.光 電 光 度 計(日
立EPU2A型)で 吸光 度 を 波 長280mμ で測 定 し,
Peak(1)を過 ぎて 蛋 白 量 が 減 少 した らO.5Mphos-
phatebuffer(pH6.0)に変 え る.最 初 と同様 に 吸光
度 を測 定 しPeak(III)を過 ぎて 蛋 白量 が 減 少 した ら
0.IMphosphatebuffer(ph6.0)に変 え る.PMEase
の 簡 易 検 出 に はSM試 薬 を 用 い て 予 めPMEaseの
存 在す る 分 画 を 確 認 後,あ らた め てp-nitrophenyl
phophateMを基 質 と し0.2Mのacetatebuffer(pH
5.0)を用 い て 酵 素 活 性 を 定 量 した.こ れ らを 図1に
示 す
0.05Mphosphatebuffer(pH6.0)}こよ って 生 じた
Peak(III)の前 半 部 を と り,再 びcolumn(2×20cm)
にDEAE-celluloseを前 記 の如 くつ め て,同 じbu-
fferでrechromatographyを行 な い,吸 光 度(280
mμ),PMEase活 性 を測 定す る と 図21,こ示 す 結 果 を
得 た.
2。抗PMEsae免 疫 家 兎 血清 の 作製
rechrornatographyによ つて 得 られ たPMEaseの
うち,他 の 蛋 白 質 の混 在 の少 な い 前 半 部 に 溶 出 され た
PMEaseを凍 結 乾 燥 した もの を 用 い る .家 兎1Kgに
対 してPMEase2mgの 割 合 に 生 食 水2m1に 溶 解 し,
Freundのadjuvant2m1の中 に 充 分 乳 化 させ た 後
家 兎 の大 腿 部 に7日 ご とに筋 注す る.4回 目の 注 射が
終 った 後1週 間 して か ら試 験 採 血 し,抗 体 の で きか た
を 調べ,抗 休 価 が 低 い 場 合 は も う1度 迫 加 免疫 を 行 な
い,2週 間 後 に 全 採 血 して 血 清 の み を凍 結 乾 燥 して 保
存 す る,
3.抗 ヒ ト精 漿 免 疫 家 兎 血 清 の 作 製
精 漿2m1をFeundのadjuvant2m1に 乳 化 し,
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表1酵 素 精 製 法
前 立 腺 組 織 細 片
763








純 水 に対 して24時







5%の 割 合 に含 んだIMace-
tatebuffer(pH4.0)を200
m1の 割 合 に 加 え る.1,800m1
に 対 し酸 性 白 土 を709の割 合
に 加 え る,
24時間 放 置 後 遠 沈(9,000
r.P.m.15分)
上融 上清、 沈
セ ロ フ ァソ チ ユ ー
ブに 入 れ3イに 濃縮
遠 沈(6,000r.p.
m.15分)
上 瀞1(試 料 番 号1)沈 澱
硫 安0.40飽和







m1(上 清 工)に 対
し 辺 の 割 合 に加 え
る 。
24時間 放 置 後遠 沈
(9,000r,P,m,20分)
上1層 下の擁 上紬 沈i澱
主 としてTween80硫 安0.55飽和
1夜放 置 後 遠 沈
(6,Qoor.P.m.20分)
ii
沈 澱 上 清V硫安
0.68飽和
1夜放 置後 遠 沈
(6,000r.P.m.20分)
ll上 清 沈 澱
0.2Macetatebuffer(pH5.O)に溶 解



































ミ ー280m}ttで め 吸 鍍







図2試 料No.8をrechromatographyした 場 合
の 溶 出 曲 線
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家兎 の大 腿 部 に7日 ご とに4回 筋 注す る.抗 体 価 を 調
べ 最 終 免疫 後2週 間 た っ てか ら採 血 し,血 清 のみ を 凍
結乾 燥 して 保 存 す る,
4.電 気泳 動 な らび に 免疫 電 気 泳 動
Specia1NobleAgar(Difco)をveronalbuffer
(pH8.2)に1.2%の割 合 に 溶 解 し,LKBの 電気 泳 動 装
置 の プ レー トに これ を 流す.量 は1枚 の ガ ラス板 に 対
し2.5m1で,固化 した 後 パ ソチ ャ ーで 穴 を 開け る.試
料 を7%の 濃 度に 蒸 溜 水 に溶 か し各 穴 に入 れ て 泳 動 を
行 な う.200ボル トの 定 電圧 で2時 間 泳動 を 行 な った
後,1枚 は そ の ま まamidoblack10Bの染 色 液 で 染
色 を 行 ない.他 は さ らに免 疫 泳 動 を行 な うた め に 溝 を
作 り,各 種 の抗 血 清す なわ ち 抗 ヒ ト血 清 免 疫 血 清,抗
ヒ ト精 漿免 疫 血 清,抗 ヒ ト前 立 腺PMEase免 疫 血 清
を入 れ て15℃位 の一 定 の温 度の と ころ に48時間diffu-
sionした 後buffersaline液(pH7.5)で充分 に 余
剰 の蛋 白質 を 洗 い落 す.そ の 後amidob工ack10Bで
染色 し3%酢 酸 溶液 で洗 い 室温 で乾 燥 す る.抗 ヒ ト前
立 腺PMEase免 疫 血 清 お よび抗 ヒ ト精 漿 免疫 血 清 に
対 して 生 じた沈 降線 は 須 山 等12)の方 法 に よ り,diazo-
nium・o-dianisidineとα一 aphthylphosphoricacid
を用 い て 染 色 した 後 直 ち にamidoblack10Bで二 重
染色 を 行 な った.
5、分 離 した各PMEaseの 性 状 検 査
(a)至 適pH
pH2.0からpH3。0ま で の溶 液 は0.2M酢 酸 ナ トリ
ウム と0,1MHCIで作 製 し,pH3.2からpH6,2ま で
は0,2M酢 酸 と0.2M酢 酸 ナ ト リウム で作 製 した.
これ らの 各 種pH溶 液4m1にO.OIMdisodium
P-nitrophenylphosphate溶液 を1m1加 え さ らに
各 分 画 のPMEase溶 液0.2m1加 え た 後30分間37℃
恒 温 槽 の 中で 反 応 させ,30分 後 に1NNaCO3溶 液2
m1を 加 え,402mμ の波 長 で 吸光 度 を 測 定 す る.
(b)各 種 薬 剤 の影 響
前 岡13)は精 液 中 のPMEaseを 硫 安 分 画 法 に て精 製
し て各 種 薬 剤 の影 響 を 調 べ て お るが,著 者 も前 記16種
の 薬剤 を同 じ よ うに 調製 して,精 液 を対 照 に レて精 製





m1を 加 え た後PMEase溶 液O.2mlを 加 え て37℃
恒 温槽 中 で30分間 反応 させ,30分 後 にINNa2CO3溶
液2ml加 え402mμ の 波 長 で吸 光 度 測 定 した.薬 剤
の濃 度 は 反 応 溶 液 中の モル 濃 度 であ り,阻 害 率 お よび
活性 促 進 率 は,薬 剤 添 加 時 の酵 素活 性値 か ら薬 剤 の代
りにbufferを加 えた 対照 の 酵 素 活 性 値 を 減 じて,こ
の 差 の対 照 に 対 す る 百分 率 で示 し,(一)は 阻 害 を,
(+)は 促 進を 表 わ して い る.
(c)Michaelisの恒 数 の 測 定
sodium一β・91ycerophosphateを基 質 とす るShino-
wara-Jones-Reinhart法14》,disodiumphenylpho-
sphateを基 質 とす るKingandArmstrong法15),
disodiumP-nitrophenylphosphateを基 質 とす る
Bessey-Lowry-Brock法11)を用 い,反 応 速度 が 基 質
濃 度 に 無 関 係 とな る 零 次 の 反 応 で,Lineweaver&
Burk16》の方 法 に 従 って 反 応 速 度 と 基 質 濃 度 と の関 係
を求 め た.
(d)沈 降 測 定
試 料No.14のPMEaseをO.2Macetatebuffer
に0.5%の割 合 に 溶 解 し,Spinco超遠 心 機 で60,000
r・P・m・で 沈 降 分析 を行 な った .
実 験 成 績
1.酵素 の 精 製
DEAE-cellulosecolumnchromatgraphyを行 な
い,波 長280mμ で の 吸光 度 お よ び酵 素 活 性 を 調 べ る
と 図1の よ うに,溶 出 液 を変 え る ことに よ り大 きな 三
つ の蛋 白のPeakが 得 られ た.Ostrowskiio)等と異
な りPeakIとPeakIIIの 間 に 小 さな も う1つ の
PeakIIが見 られ,こ れ に 一 致 し て酵 素 活 性 も認 め ら
れ た.皿 とIVのPeakに も酵 素 活 性 が 認 め られ た.
peakIIIをrechromatographyする と 図2の よ う
に,0.0175Mphosphatebuffer(pH7.0)では 蛋 白
お よび 酵 素活 性 のPeakが 現 れ ず,0.05Mphosphate
buffer(pH6.0)に変 え る こ とに よっ て 蛋 白お よび 酵
素 活 性 のPeakが 現れ た.
2.電 気泳 動 な らび に 免 疫 電 気 泳 動
試 料No・1,試 料No.2を 電 気 泳 動 な らび に 免 疫
電 気 泳 動 を行 な うと図3の よ うに な る.す な わ ち 前 立
腺 抽 出液 を濃 縮 し硫 安 分 画 を 行 な う と,γ グ ロ ブ リン
に 相 当す る部 分 が 除 か れ る.
columnchromatographyを行 な うと,函4の よ
うに 硫 安 分 画 で 残 存 して い た γ グ ロ ブ リソに 相 当 す
る部 分 が 漸 次 溶 出 され てい る.し か しPMEaseは 溶
出 され て い な い
PeakIIにな る とPMEaseが 出 現 し,図5の よ う
に 原点 よ り陰 極 側に 泳 動 され て い る .
PeakIIIの試 料No,8に な る と ,今 ま ゼ 見 られ
な か った アル ブ ミンが 現 れ て くる .図6の よ うにPM-
Easeは 試 料No・7と 異 り原 点 よ りや や 陽 極 側 に 泳
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動 され てい る.さ らに試 糾No.9に な る とア ル ブ ミ
ソの量 が 増 加 して くる.
PeaklVに な る と 図7の よ うに アル ブ ミソ量 が さ
らに増 加す る.PMEaseはPeakIIIのPMEaseよ
りさ らに 陽極 側に 泳 動 され,試 料No.7のPMEase
と対 称の 位 置 を 占め る.
試 料No.8をrechromatographyする と図8の
よ うに アル ブ ミンの 混在 が ほ とん どな くな る.し か し
なが ら トラ ソス フ ィ リソは 消 失 してい な い.試 料No.







試 科No・7の 堵 素活1生とpHと の3目係を 調べ る と,
図9の よ うにpH3.8,4.4,5.0,5,9にPeakを有 す
る多 峰 性 の 曲 線 が 得 られ た が,pH3.8で の 酵 素 活 性
が 最 高 値 を 示 し た.
試 料No.8は 図10のよ うにpH3.8,pH4.4,5.3
にPeakを 有 す る曲 線 が 得 られ,pH5.3で の酵 素 活
性 が最 高 値 を 示 した.
試 料No,11は 図11のよ うにpH2.7と4.6にPeak
を有 す るが,pH3.1と4.6の 間に は 多 数 の 凹 凸 を見
る.
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試 料No.14Pt酵 素活 性 とpHとD関 係
試 料No.14はpH3.8と5.4に 高 いPeakを 見 る
が,図12の よ うに試 料No.8で 認 め られ たpH4・4で
のPeakは 非 常 に低 くな って い る 。
4.酵素 に封 す る各 種 薬 鶏 の影 響
試 料No.11でpH2.7の 場 合 を11a,pH4.6の
場 含 を11bと し,試 料No.14でpH3.8の 場 合 を
14a,pH5.4の場 倉 を14bと し,対 照 と して 測 定 し
た 精 液 をSと し て 表 わ し た.
HgC12の影 響 を み る と,図13の よ うに8,14bは
鎗一4瓢で 慰 ◎C%透い 阻害 が 晃 られ,繋 蕪 のSよ り強
く阻 害 され て い る.11bも10-3Mで90%の 阻 害 が見
られ るが,7,11a,14a等 は10--3Mでは80%以 下
の 阻 害 しか 見 られ な い,
Pb(NO3)2の影 響 をみ る と,霞14の よ うに7は1{)-2
Mで40%の 促 進 が 見 られ るが,そ れ 以 下 の 濃 度 で は
ほ とん ど影 響 され な くな る.11aは10-2Mで 軽度 に
阻 害 され る が,io-3,玉◎→,io-5Mでは20～30%の促
進 が 認 め られ る.11b,14a等 は10-2Mで50%以 下
の 阻 害 しか 晃 られ な いが,8,14b等 は80%以 上 の阻
害 が 見 られ,対 照 のSは65%の 阻 害 で あ った.
王2の影 響 を見 る と麟 焉 の よ うに,7は1(}-3Mで87
%の 阻 害 で あ るが,10-7Mで も48%の 阻 害 が 見 られ
る.11a,11b,14a等 も10-SMに な って も50%以




































図13Hg2+と 酵 素 活 性 との関 係
S一 精液,7一 試 料No.7のPMEase、8
一 試 料N◎ .8のP錘Ease,21a一試 料N◎.
11のPMEaseでpH2.7の 場 合,11b一試
料Ne.1三 のPMEaseで 揖4.6の 場 念,
14a一試 料No.14のPMEaseでpH3.8
の 場 合,14b一試 料No,14のPMEaseで
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図14Pba+と 酵 素 活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8
一 試 料 蕪O.8のP巌Ease,慧a一 試 料No.
11のPMEa$eでpH2.7の 場 合,11b-一試
料No・ 蓑 のP懇EaseでP}{嘆.6の 場 合,
14a一試 料No・14のPMEaseでpH3 .8




























響 が1見られ な くな る.8,14b,S等 は10-5Mま で
は50%以 上 の阻 害 が 認 め られ るが,10-6Mで は 影 響
が な くな り,8の み10-7Mと な る と強 い 促 進 作 用 が
認 め られ た.
NaFの 影響 を見 る と図16のよ うに,10-3M以 上 で
は70%以上 の 阻 害 が 見 られ るが,10-4Mにな る とほ と
ん ど影響 が な くな る,
pCMBの 影 響 は,図17の よ うに10-3Mで は全 て
の試 料 が90%～100%阻害 され るが11bのみ10-4Mで






図1512と 酵 素活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8
一 試 料No ・8のPMEase,11a一試 料No .
11のPMEaseでpH2.7の 場 合 ,11b一試
料No・11のPMEaseでpH4.6の 場 合,
14a一試 料No.14でpH3.8の 場 合 ,14b
一 試 料No .14のPMEaseでpH5.4の 場
合.
AgNO3の 影 響 は,図18の よ うに 全 て の 試 料 が10-2
Mで は90%以上 阻 害 され ,10-3Mでは7,14aが74
%阻 害 され るが,11a,11b,8,14b,S等 は90%
以 上 阻 害 され る.10-4Mでも全 て の試 料 が60%以 上阻
害 され て い る.
E酒 石 酸 の影 響 は 図19のよ うに全 て の 試 料 が10-2M
で90%かそ れ 以 上 の阻 害 が 見 られ るが,10"-5Mで14a
を 除 い てほ とん ど影 響が な くな るの に,14aは10偶4M
か ら酵 素活 性 が 促 進 され10-5Mで は 強 い 促 進 が 見 ら
れ た.
CuSO4の影 響 は 図20のよ うに,14bの み10-"3Mで
90%近い促 進 が 見 られ る が,他 の 試 料 は30%以 下 の促
進 で あ つた.
MgSO4の影 響 を 見 る と図21のよ うに,7は10國1M
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図16F噌 と酵 素活 性 と の関 係
S一精 液,7一 試料No.7のPMEase,8
一 試料No .8のPMEase,11a一 試 料No,


























図17p-CMBと 酵 素 活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8










































図18Ag+と 酵 素 活 性 との 関係
S一 精液,7一 試 料No.7のPMEase,8



































図20Cu2+と 酵 素 活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8
一 試 料No .8のPMEase,11a一 試 料No。
11のPMEaseでpH2.7の 場 合,11b一試
































図19丑 酒 石 酸 と酵 素 活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8













図21Mg2+と 酵 素 活 性 との 関 係
S一 精液,7一 試 料No.7のPMEase,8







な る.11aも10-iMで45%の 阻 害 が 認 め られ るが,
10-2M以下 で は 影響 な くな る.1!b,14a,ユ4b等
は ほ とん ど影 響 が 認 め られ ない8は10-IM,10-2M
で 強い 促 進 が見 られ,10'`4Mにな る と ほ とん ど 影 響
が な くな る.対 照 のSは,/0-1Mで57%の 阻 害 が 見 ら
れ,10-gMで も43%の阻 害 が 認 め られた.
FeSO4の影 響 は 図22のよ うに,7が10閂4Mで30%,
14aが10-5Mで47%の阻 害 を認 め,11bが10-3Mで
37%の促 進 を認 め る外 は 影 響 を 認め な い.
CaC12の影 響 は 図23のよ うに,11a,14a,14b等
が10-2Mで50%以 上 の 促 進 を認 め るが,10-3Mにな
る と影 響 が な くな る.10-2Mで8は46%,11bは33
%,7は37%の 促 進 を 認 め る が,対 照 のSは ほ とん ど
影 響を 認 め な い.
ZnSO4の影 響 は 図24のよ うに,14aが10-2Mで78
%,10-3Mで51%の促 進 が 認 め られ るが,他 の試 料 は
影 響 を見 な い.
モ ノヨ ー ド酢 酸 の影 響 は 図25のよ うに,全 て の試 料
に 影響 を 認 め な か った.
HCHOの 影 響 は 図26のよ うに,11aが59%,14a
が46%,8が42%の 促 進 を10『iMで認 め るが,10-2M
で は影 響 を 認 め な い.他 の 試 料 は全 て 影 響 を 認 め なか
つた,
H202の影 響 は 図27のよ うに,14aで10-2Mま で
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図23Ca2+と 酵 素活1生と の関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8































図24Zn2+と 酵 素 活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8
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図22Fe2+と 酵 素 活 性 との 関 係
S一 精液,7一 試 料No.7のPMEase,8












ノ〔ア2,σ3!σ410『5/δ 幽6!∂ 「7ノ ∂[e/Oプs
図25モ ノ ヨー ド酢 駿 と酵 素活 性 と の 関係
S一 精液,7一 試 料No.7のPMEase,8







とな る.対 照 のSが10-1Mで53%の 促進 が 認 め られ
る が,他 の 試 料 は全 て ほ とん ど影 響 な か った.
KCNの 影 響 は 図28のよ うに,対 照 のSが10-2Mで
71%,7カこ63%,ユ4aカミ59%,11aカミ48%,14bカ～45
%,8が44%の 促進 が 認 め られ るが,10-3Mにな る と
40%以下 にな る.11bは ほ る ん ど影 響 を記 め ない,
5.Michaelisの恒数



















phosphateに対 す るKm値 は14b,8,S,14a,
7.11a,11bの順 に それ ぞれ 大 き くな つ てい る.
6.沈 降 測 定
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図26HCHOと 酵 素活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8







































図27H202と 酵 素 活 性 との関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8











図28CN一 と酵 素 活 性 との 関 係
S一 精 液,7一 試 料No.7のPMEase,8

















前立腺PMEaseの 精製 は 現 在迄色 々試み ら
れ,蛋 白質の変性 が少 な くて,酵 素 以外の蛋 白
質の混在が 少 ない 方 法へ と改 良されて 来た.
Bomani7}はDowex50を用い たcolumnchro-
matographyを行 ない,電 気泳動 的に も,超 遠
心法的に もhomogeneousな酵 素を得た と報告
している.LondoniS}eeはXE69を用 いて精 製
を行 ない,PMEaseの結 晶化 に成功 した と報告
してい る.Ostrowski等10,はDEAE-cellulose
を用いてPMEaseの 精製を行 ない,澱 粉 ゲル
電気泳動 を行 ないhomogeneousであった と報
告 してい る.更 にOstrowski19}はDEAE-cellu-
1osecolumnchromatographyの後,再 びCM-
celluloseによるcolumnchromatographyを
行ない,こ れ を分折 用超遠 心機にかけてPME-
aseの分子量 を計算 し,95,800と報告 してい る.
須山等6)はLondon等の 行 な った 精製方法 で
P]vfEaseを精製 し・ 家兎に 注射 してPMEase
に対す る免疫血清 を作 った.著 者は電気泳動 的
に も,超 遠心法的 に もhomogeneousである も
のが,免 疫学 的に もhomogeneousであるか ど
うかを調べ る 目的 で この実験 を行 な った.
DEAE-cellulosecolumnchromatogrphyを
行 な うと,図1の ようにOstrowski等iO}の報
告には見 られないPeakIIと,それ に一致 して
PMEaseの活性 が見 られた.免 疫電気泳動 に よ
って,PeakIIのPMEaseに は γグ ロブ リン
に相当す る部分の混在が認 め られ,PeakIIIの
PMEaseには アル ブ ミソの混在が認 め られた.
Myr胎ck20)は精製 したPMEaseは,ア ル ブ ミ
ソの性質を有す る蛋 白質だ と報告 してい るが,
Ostrowski等10〕もPeakIVのPMEaseに は,
260mμの波 長で最高の吸光度を有す る ものが あ
り,また澱粉 ゲル電気 泳動 の態度や至適pH等 が
異な ることか ら,違 った蛋 白か またはPMEase
が不活性蛋 白質等 と結合 した ものだろ うと述べ
ている.著 者 も 免疫 電気泳動の 態 度を,試 料
No,8,11,14等と比較 し,PeakIVのPMEase




びに免疫 電気 泳動 の態 度を比較 してみ ると,図
5,6,7に見 られ るように,PeakIIIのPMEase
は原 点 よりやや陽 極側に,PeakIVのPMEase
はPeakIIIのPMEaseよ り吏に 陽 極側 に泳
動 され ているのに反 して,PeakIIのPMEase
は原 点 より陰極側 に泳動 されている.こ の相 違
は,各PMEaseが 全 く異 なった 蛋 白かまたは
不活性蛋 白 との結合 のため と推測 され る.
PeakIIIのPMEaseに混在す るアル ブ ミソ
は,更 に同 じ方 法でrechromatographyを行
なう と,図8の ように電気泳動では1つ の スポ
ッ トとして現れ,殆 んど除かれ てい るが,更 に
免疫泳動 を行 な うと トランスフィ リンの混在が
認め られ る.須 山は 第48次 日本 法医学会 総会
で,精 製 したPMEaseが 超遠心法に より左右
対称 の沈降 曲線が得 られ るに もかか わ らず,分
子量9万 の トランスフィ リンの混在 が証 明され
る ことか ら,PMEaseの分子量が9万 内外で あ
る という私見を述べてい る.著 者 もNo.14の
試料を分折用超遠心機にかけた所,ト ラソス フ
ィ リンの混在が あるに もかかわ らず全 く同 じよ
うに左右対称 の曲線 が得 られ,PMEaseの分子




した場合5.5と報 告 してお り,Ostrowski等10)
は前立腺 のPMEaseに ついて,P-nitrophenyl
phosphateを基質 として測定 し,4.8と報告 し
てい る.図9,10,11,12のように,著 者 の測
定では一峰性の曲線は得 られず,2～4のPeak
が認 め られた.精 製 の過程 でPMEaseが 変性
して,こ の よ うな結果が得 られ る ことも考 え,
手術に よって別出 した前立腺を凍結 し,薄 く切
りO.2Macetatebuffer(pH5.0)で抽 出 した液
で至適pHを 測定 した.pH3.8,5.0,5.6に
Peakを有 する三峰性 の曲線 が得 られ,こ の事
か ら考え前立腺には 種類 の異 なるPMEaseが
存在す るのではないか と思われ る.
各種薬剤の影響を見 てみ る と,前岡13}はFe2+,
Cu2+,Zn2+等も精液 のPMEaseを10-2Mの濃
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度で50～80%阻害 する と報告 してお り,Fish-
man等21)もFe2+はacetatebufferを用 い る
と80%の阻害を 認 め,Cu2+は8%の 阻害 を認
めた と報告 してい るが,著 者 の実験 では阻害 よ
りむ しろ 促進作用を 認 め た.Fishman等 は
Mg2+については影響 なしか,わ ず かの促進作
用 と報告 してい るが,図21の ように試料No.8
は強 く促進 されてい るが,こ れをrechromato-
graphyした試料No.14は 殆 んど影響 がな く
なっている.12,NaF,P-CMB,1酒石酸等に よ
って,各 試料 は阻害 の程 度に差 こそあれ全て強
く阻害 され ている.Reiner等22)はF一の阻 害
作用 が基質濃 度や,酵 素溶液 中の不 活性蛋 白質
によって違 った値 を示す と報告 してい る.ま た
Tanford23}は金属 イオン とアル ブ ミンの 結合 に
およぼすpHの 影響 を報告 し,pH5.0近 くか
らPb2+,Zn2+等は蛋 白質 と結合 し始 め るが,
Cu2+はpH3.0近 くか ら結合を 認 める と報告
して いる.薬 剤 の影響を 検討 す る場合pH酵
素溶液中 の不活性蛋 白質 の量,酵 素蛋 白の量,
薬剤 の濃度等 を考慮 しなければ な らない ように
思 う.特 に薬剤 の作用効果 が弱 い場合 に,値 が
一定 しないの もこれ らの多 くの因子 が関与 して





と報告 し,精 製 の度合 とKmの 値は関係 ない と
述べ ているが,著 者 の実験 で もこれ に近 い値 を






×10-4,300倍精製 酵素 で1.5×10",と報告 して
い る.著 者の結果 は諸家 の報告 より大 きいが,
Hudson241等は基質の中のNa+,酵 素 を 保存 し
てい る間に ガラス容器か ら出て来 るイオ ソ等が
反応 を阻害す るので 高い値 が 出 るので,ethy-
lendiaminetetraacetateのように 金属 イオン
と強 く結合す る物質を用い る と,イ オ ソ影響を
除け る と報告 して い る.P-nitrophenylphos-




してい る.須 山27)は人精液中 のPMEaseで,
1.5×10-sと報告 してい るが,i著者 の結果 もこ
れ らの値 に一致 す る結 果を得 た.
結 論
ヒ ト前立腺組織 よ りLondonおよびOstro-
wski等の方法 に よって 前立腺PMEaseの 分
離精製を行 なった.
columnchromatographyによ り酵素活性の
存在 す るH,皿,IVの3ケ のPeakを 分離 し
た.第HPeakのPMEaseは 今迄の報告には
見 られない もので あった.
第皿Peakの 分 画を更にrechromatography
を行 ない,前 半の最 も酵素 活性 の強い分画を採
取 して,家 兎を 免疫 し抗 ヒ ト前立腺PMEase
免疫血清 を作製 した.
各分画 について寒天 ゲル電気 泳動 を行な うと
共 に,抗 ヒ ト前立 腺PMEase,精漿,各 種血清
成分 の家 兎免疫血 清を用い て免疫電 気泳動を行
なった.
各分画 にっいて 至適pH,薬 物に よる阻害実
験,Michaelisの恒数 の測定を行 ない,酵 素学
的特性 を検討 した.
PeakIIのPMEaseは他の分画 とは 対称的
に陰極側 に泳動 し,至 適pHは3.8に 最高 の活
性を有す るPeakの 外に,4.4,5.0,5,9にも
Peakを有す る曲線 が得 られた.薬 剤の影響は
10-2MでHg2+が68%,1酒 石酸が92%,F一
が96%,Ag†が99%の阻害 を示 し,CN一 は68
%の 促進 を示 し,10-3Mで12が87%,P-CMB




PeakIIIのPMEaseは電気 泳動 な らびに免
疫電気泳 動で,原 点 よ りわ ずかに陽極に泳動 さ
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れ,至 適pHは3.8,4.4,5.3にPeakを 有
し,pH5.3で の 活 性 値 が 最 高 で あ っ た.薬 剤
の 影 響 は10-2MでPb2+が83%,F-87%,1
酒 石 酸 が96%,Ag+,Hg2+が100%の 阻 害 を 示
し,Mg2+が99%の 促 進 を 示 し た.10-3Mで12




PeakIVのPMEaseは 電 気 泳 動 な らび に 免
疫 電 気 泳 動 で,PeakIIIのPMEaseよ り 更 に
陽 極 で,PeakIIのPMEaseと 対 称 の 位 置 に
泳 動 さ れ た.至 適pHは2.7と4,6にPeakを
有 す る 曲 線 を 得,各 種 薬 剤 の 影 響 はpH2,7で
濃 度 が10-2MでHg+2に82%,F一 に84%,
1酒 石 酸 に89%,Ag+に97%の 阻 害 を 示 し,
Ca2+に58%,HCHOに59%の 促 進 を 示 し た.
10-sMの濃 度 で12に73%,P-CMBに79%の
阻 害 を 示 し た.pH4.6で 濃 度 が10"2MでF一
に86%,1酒 石 酸 に92%,Hg2+に95%,Ag+
99%の 阻 害 を 示 し,10-3Mの 濃 度 で12に92%,





PeakIIIの分 画 を 更 にrechromatography
を 行 な う と,電 気 泳 動 で1つ の ス ポ ッ ト と し て
現 れ,超 遠 心 法 で も 左 右 対 称 の 沈 降 曲 線 が 得 ら
れ た が,免 疫 電 気 泳 動 を 行 な う と トラ ン ス フ ィ
リ ン の 混 在 が 認 め られ,こ れ を 分 離 す る こ とは
出来 な か っ た,至 適pHは3.8と5.4にPeakをぼ
認め,各 種薬剤の影響はpH3.8で 濃度 が10-2
MでHg2+に73%,F一 に80%,1酒 石酸に88
%,Ag+に97%の 阻害 を示 し,H,02に83%,
Ca2←に52%,Zn2+に78%,CN一に59%の促進
を示 し,10'-sMの濃 度で12に79%,P・CMBに
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